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【緒言】
大豆は日本では古くから食されており、栽培自体は既に5000年前にその記録がある1）。
味噌、豆腐などの大豆加工食品も平安時代には食されていたようである1）。大豆・大豆加
工食品にはよく知られているように様々な生理活性作用がある。例えば、脂質代謝の是
正2－4）、発がん抑制5－8）、循環機能改善９）、抗炎症作用10） など、その報告は多数である。こ
れら大豆・大豆加工食品の作用は健康にとってプラス面が多く、多くの研究で、健康維持、
疾病予防に大豆・大豆加工食品を摂取することの有用性が示唆されている。すなわち、日
本人の健康を長きにわたって支え続けてきたのである。このように大豆イソフラボンの様々
な生理活性作用は現在、精力的に研究されている。本研究では、代表的な大豆イソフラボ
ンである、ゲニステイン、ダイゼイン、グリシテインの3種（図1）について、近年問題
視されているアセトアミノフェン肝細胞障害に対する抑制効果を解析し、臨床応用の可能
性を検討した。
解熱鎮痛剤のひとつであるアセトアミノフェン（図2A）は副作用も少なく、比較的安
全な薬剤として認識され、小児、妊婦、高齢者に汎用されている。しかしながら、一方で
大量服用などの不適切使用により肝障害が誘導されることも知られていて、最近その予防
が重要視されている。急性肝障害の約42％がアセトアミノフェンによる薬剤性肝障害であ
るとする米国の報告11）を始め、アセトアミノフェン肝障害事例の報告はこれまでにも散見
されており、決して少なくはない12－15）。
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図１．3種の大豆イソフラボン（ゲニステイン、ダイゼイン、グリシテイン）の構造式
図２．アセトアミノフェン（A）とNAPQI（B）の構造式
アセトアミノフェン肝障害の発症メカニズムに関しても詳しく解析されている。体内に取
り込まれたアセトアミノフェンの大部分は肝臓でグルクロン酸抱合あるいは硫酸抱合を受
けて代謝され、尿中に排泄される。しかし、一部のアセトアミノフェンはチトクロームP-
450代謝経路に入り CYP2E1により酸化され、毒性のある N-acetyl-p-benzoquinoneimine
（NAPQI）（図 2B）に変換される2，16，17）。この NAPQIの多くは肝臓内のグルタチオンに
より抱合され無毒化されるため、一定量のグルタチオンが存在していればNAPQIの毒性
が発揮されることはない。しかしながら、大量のアセトアミノフェンが体内に吸収される
ことでグルタチオンが枯渇したり、何らかの理由（大量飲酒など）でグルタチオン濃度が
低下したりするとNAPQI生成量が増大する（図3）。
生成したNAPQIは活性酸素生成を高め、細胞内高分子と結合して細胞壊死を起こすこ
とで肝細胞障害型の薬剤性肝障害を発現する5，9，17）。このようなNAPQIの毒性発現機構に
おいて特に注目すべきことのひとつはc-junN-terminalKinase（JNK）の役割である12、18）。
JNKは mitogenactivatedproteinkinase（MAPK）の一種であり、紫外線・熱・高浸透圧
などの様々なストレスやサイトカインによって活性化され、細胞の増殖、分化、アポトー
シスなどの様々な生命現象を制御するシグナル伝達因子として知られている。NAPQIに
よって生成された活性酸素はJNKを活性化し、さらにその持続的な活性化は細胞障害を
惹起することが知られている13－15）。
以上のようなNAPQIによる肝細胞毒性が発現しやすい状況は、自殺企図を除けば、頭
痛、関節痛などの慢性疼痛を抱え、常習的にアセトアミノフェンを服用し、かつ低栄養状
態に陥りやすい高齢者に生じやすいと考えられ、アセトアミノフェン肝障害は、超高齢社
会にあるわが国にとって今後看過できない重要な問題となる可能性がある。アセトアミノ
フェン肝障害に対する現行の治療方法は N-acetyl-L-cystein（NAC）（グルタチオンの前駆
体）の経口投与である19）。NACは、細胞内に取り込まれにくいグルタチオンの代わりに
細胞内に取り込まれ、NAPQIの代謝を促進させ、その毒性を軽減する。しかし、この治
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図３．アセトアミノフェン（APAP）による肝細胞障害の発生メカニズム。体内に吸収されたアセトア
ミノフェンの多くはグルクロン酸抱合もしくは硫酸抱合を受け、尿中に排泄される。残ったア
セトアミノフェンが毒性の強いNAPQIに変換される。NAPQIはグルタチオン抱合を受け代謝
されるが、グルタチオンが低下するとNAPQIの毒性が発揮される。
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療法は1980年代に有効性が示されたものであり、それ以降の進歩がみられていない20）。ア
セトアミノフェン服用後早期（24時間以内）に投与しないと有効性が示せないという欠点
もある。そこで、新たな予防法・治療法を確立するために、著者はこれまで、アセトアミ
ノフェン肝障害に抑制効果のある食材を検索してきた。その過程で、大豆イソフラボン、
特にゲニステインにその効果があることを見出した21）。
【方法】
１.試薬類の調整
アセトアミノフェンおよび大豆イソフラボン（ゲニステイン、ダイゼイン、グリシテイ
ン）はナカライテスク（京都）より購入した。アセトアミノフェンは超純水に溶解し、最
終濃度 5mMとなるように培地に添加した。大豆イソフラボンは DimethylSulfoxide
（DMSO、ナカライテスク）に溶解し、最終濃度10μMとなるように培地に添加した。コ
ントロール群には vehicleとして DMSOを添加し、すべての実験群において添加 DMSO
は等量になるように調整した。
２.細胞生存率の測定
被験細胞にはヒト肝細胞癌細胞株HepG2（HSRRB、大阪）を用いた。10％ FBS（GIB
CO-BRL、GrandIsland、NY）添加 DMEM培地（Sigma、St.Louis、MO）で調整した
HepG2を6-wel培養プレートに3×105 cels/welの細胞数で播種した。24時間培養後、
最終濃度としてアセトアミノフェンが5mM、ゲニステイン、ダイゼイン、グリシテイン
の各大豆イソフラボンがそれぞれ10μMになるように調整した培地に交換し、さらに48時
間培養した。ゲニステインの最終濃度10μMは著者の前報告21）に従い設定した。ダイゼイ
ンとグリシテインの最終濃度10μMはゲニステインに準じて設定した。細胞生存率の測定
はトリパンブルー色素排除試験法（0.5％トリパンブルー溶液）（ナカライテスク）により
行なった。
３.コロニー形成率の測定（ClonogenicAssay）
6-wel培養プレートに HepG2を500cels/welの細胞数で播種した。24時間培養後、
最終濃度としてアセトアミノフェンが5mM、大豆イソフラボン（ゲニステイン、ダイゼ
イン、グリシテイン）がそれぞれ10μMになるように調整した培地に交換した。7日間培
養後、培地を除去し、 1％グルタルアルデヒド（ナカライテスク）で 1時間固定後、0.5
％クリスタルバイオレット溶液（ナカライテスク）により細胞コロニーを30分間染色した。
染色されたコロニーを光学顕微鏡（ECLIPSETS100、ニコン、東京）下で観察し、その
数をカウントした。
４.統計解析
群間比較はSPSSstatisticalsoftwarever.14.0（SPSS,Chicago,Il）を用いて行ない、p<
0.05をもって有意とした。結果は平均値±SDで記した。
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【結果】
１.細胞生存率
5mMアセトアミノフェン負荷によりHepG2の生存率は大幅に低下した（23.3±2.6％）
が、3種の大豆イソフラボン（各10μM）添加により、すべての実験群で生存率の低下が
有意に抑えられた。その効果はゲニステインで最大（70.7±4.9％）で、コントロール群の
79.7％であった（図4）。次にグリシテイン（58.4±4.2％、コントロール群の65.7％）、ダ
イゼイン（47.0±9.2％、コントロール群の52.9％）の順であった。
２.コロニー生成率
5mM アセトアミノフェン負荷によりコロニー生成率は有意に低下した（コントロー
ル群の15.9±8.3％）。 3種の大豆イソフラボン（各10μM）の中でゲニステインのみが添
加によりその低下を有意に抑制した（コントロール群の50.4± 25.8％）（図5）。ダイゼ
インとグリシテイン添加では低下の抑制傾向は見られたものの有意差は認めなかった。
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図４．細胞生存率の測定：ヒト肝細胞癌細胞株HepG2を3×105cels/welの細胞数で6-wel培養プ
レートに播種し、24時間培養後、5mMアセトアミノフェン（APAP）含有培地でさらに48時間
培養した。同時に各種大豆イソフラボン10μM （genistein、daidzein、glycitein）を添加した。
細胞生存率の測定はトリパンブルー色素排除試験法により行なった。※：p<0.05vs.アセト
アミノフェン投与群、n=5、CONT：コントロール群
ͤ
ͤ
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図５．コロニー生成率：ヒト肝細胞癌細胞株HepG2を500cels/welの細胞数で6-wel培養プレー
トに播種し、24時間培養後、5mMアセトアミノフェン（APAP）含有培地でさらに7日間培養し
た。同時に各種大豆イソフラボン10μM （genistein、daidzein、glycitein）を添加した。培養後
に染色されたコロニー数を計測した。縦軸の値はコントロール群（CONT）に対する比率（％）
を表している。※：p<0.05vs.アセトアミノフェン投与群、n=4
ͤ
【考察】
アセトアミノフェンは解熱鎮痛薬として幅広く使用されており，適正な使用量であれば
比較的安全な薬剤であるが、過剰に摂取すると重篤な肝障害を起こすことが報告されてい
る11－15）。生じたアセトアミノフェン急性肝障害に対する現行の治療法としては NACの経
口投与19） が主流である。本研究では新たな治療法としての大豆イソフラボンの応用を検
討した。
大豆・大豆製品に含まれる大豆イソフラボンは、抗酸化作用2、22）、発がん抑制作用5－8）、
肝機能・循環機能改善作用9） など、生体にとってプラスの作用を多く有していることが知
られ、諸疾患の予防に適している食品のひとつに挙げられている。表1に2014年に発表さ
れたゲニステインの生体に対する作用・効果をまとめた。
本研究結果より3種の大豆イソフラボン（各10μM）のすべてにアセトアミノフェン肝細
胞障害の抑制効果が認められた（図4、図5）。その効果は特にゲニステインで顕著であっ
た。即ち、大豆イソフラボンや大豆・大豆加工食品はアセトアミノフェン肝障害の予防・
治療に有効である可能性が示された。
今回の研究で明らかとなった大豆イソフラボンのアセトアミノフェン肝細胞障害抑制効
果のメカニズムについては、第1に活性酸素の消去が挙げられる。過剰なアセトアミノフェ
ンにより生成したNAPQIは肝臓に活性酸素を生成すること18）が知られており（図3）、か
つ大豆イソフラボンには抗酸化作用があること2、22）が知られているからである。ゲニステ
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表１ ゲニステインの生体に対する作用・効果
作用・効果 概要 論文
抗炎症作用 ゲニステインは ROS/Akt/NF-κ B経路を阻害し、
AMPK活性化を促進することによりTNF-αによる炎症を
抑えている。関節リウマチ治療にゲニステインが有効である。
Lietal.201423）
感染予防効果 緑膿菌の肺胞上皮細胞への細胞接着と細胞侵入はゲニステイ
ンによって阻害された。
Buomminoetal.
201424）
肝障害予防効果 LPS/D-GalN誘導肝障害に対するゲニステインの防御効
果は主に抗炎症反応に対するNF-κBのシグナル伝達経路を
ブロックし、肝細胞死を低下させることによる。
Linetal.201425）
癌治療効果 ゲニステインは胃癌幹細胞の幹細胞性を減じることで、胃癌
細胞の腫瘍形成能低下、胃癌細胞の抗癌剤への感受性上昇を
導いた。
Huangetal.
201426）
ゲニステイン誘導体は放射線療法によって生じるEGFR活
性化を阻害する。放射線感受性のある大腸癌に有効な治療併
用薬となる。
Grucaetal.
201427）
心筋再生能促進作
用
内皮コロニー形成細胞をゲニステインで前処理すると心筋梗
塞治療効果が高まる。
Leeetal.201428）
骨吸収抑制作用 ゲニステインはRANKL処理による破骨細胞の分化を、酸
化ストレスを低減することで抑制した。
Leeetal.201429）
多発性硬化症治療
効果
ゲニステインの発症後の早期投与は、サイトカイン産生、リ
ンパ球増殖、CD8+細胞毒性を制御することで、多発性硬化
症の症状を軽減した。
Jahromietal.
201430）
インに関して言えば、著者の以前の研究21）ではアセトアミノフェンによる活性酸素生成増
加をほぼコントロールレベルにまで抑えていた。しかしながら、本研究では、ゲニステイ
ンが細胞生存率低下やコロニー形成率低下を必ずしもコントロールレベルにまで回復させ
てはいないという結果が得られた（図4、 5）。この事実はアセトアミノフェン肝細胞障
害には活性酸素以外の要因が存在することを示唆している。そして、大豆イソフラボンに
は抗酸化作用以外にも注目すべき重要な作用がある。そのひとつがエストロゲン様作用で
ある31）。例えば、ゲニステインのエストロゲン活性は17β-エストラジオールのそれを 1
とした場合、0.00015である32）。筆者の以前の研究ではゲニステインのアセトアミノフェン
肝細胞障害抑制効果にエストロゲン受容体の関与が認められている21） が、その詳細は不
明のままである。大豆イソフラボンの細胞防御作用を効果的に引き出すためには今後さら
に解明しなければならない課題のひとつである。
では、今回の実験で用いた10μMの大豆イソフラボンを摂取するためにはどの程度の
量の大豆・大豆加工食品を摂取すればよいのか。ゲニステイン10μMは日本人の日常的な
大豆摂取時のゲニステイン血中濃度と比較すると高値である。食品安全委員会の調査報
告33）によれば、男性 6名に大豆粉を溶かした飲料（6.3μmol/kg体重）を摂取させた場
合の最高濃度は4.09±0.94μMであった。本研究で用いた10μMはこの最高濃度よりもさ
らに高値である。食品に換算すると、例えば摂取した大豆中のゲニスチンの20％が体内に
吸収され、そのすべてがゲニステインに変換されたとし、循環血液量を5Lとして計算す
ると、概算で豆腐およそ3丁（1丁300g）、納豆およそ7パック（1パック45g）の摂取が
必要となる。即ち、アセトアミノフェン肝障害の予防のために食品中から10μMの大豆
イソフラボンを摂取しようとするとかなりの量の食品を摂取しなければならず、場合によっ
てはサプリメントとして摂取する必要がある。
一方、アセトアミノフェンの濃度も本実験で使用した5mMは、アセトアミノフェン薬
物中毒患者28症例の服用4時間後の血中濃度24）と比較して 4～20倍程度高い。人体の血中
濃度と培養細胞の培地中濃度とでは単純に比較はできないが、本実験の条件は大豆イソフ
ラボン、アセトアミノフェン共に高い設定にあると思われる。今後はさらに詳細な検討を
加え、より現実的な評価を目指したい。
【結論】
アセトアミノフェンを長期あるいは大量に服用する可能性があるのは高齢者である。超
高齢社会を迎えているわが国にとって、アセトアミノフェン肝障害を抑制することは重要
であり、その予防・治療に大豆・大豆加工食品の摂取、あるいは医薬品としての大豆イソ
フラボンの臨床応用が有用である可能性が示唆された。
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